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はじめに
免疫応答は，骨髄由来リンパ球(B細胞)，胸腺由来リ
ンパ球(T細胞)，マクロファージといった機能を異にす
る細胞群によって遂行される。その構成要素である T， 
B細胞は，さらに機能と細胞膜抗原系を異にするリンパ
球 subsetに分れ， それらリンパ球 subset聞の協同作
用によって免疫応答が成立する1)。その結果として産生
される抗体には著しい polymorphismが存在するが，
この polymorphismは抗体のみならず抗体合成に関与
するリンパ球 subsetの細胞膜表面抗原系あるいは抗原
リセプターにも認められる。このように比類のないほど
の polymorphismを持った免疫細胞系が， よどみなく
細胞相互作用を遂行るためにはどのような機構が存在す
るのか謎であった。
この点Jこ関して，最近，ある特定の抗原に対する免疫
応答性が主要組織適合遺伝子座に存在する I領域遺伝子
(免疫応答遺伝子)によって統御され， しかもこれらの
遺伝子の一部は構造遺伝子として，ある種のリンパ球の
細胞表面にその遺伝子産物をコードしており，それが細
胞相互作用に重要な役割を担っていることが明らかにさ
れてきた汽 したがって，免疫反応における細胞相互作
用を解析するめには， リンパ球 subsetの機能を分子論
的かっ遺伝子論的アプ。ローチから解析する必要性が生じ
てきたのである。しかし，特定の機能を持つリンパ球は
正常ではごく僅かしか存在しないため，これまで主とて
現象論的な解析に終始せざるを得なかった。ごく最近，
これらの問題を解析するために，免疫学領域で細胞融合
を利用してリンパ球 subsetの機能を調べる試みがなさ
れおてり，ひとつのトピックスになっている。
この方法は1950年代の後半から，主として体細胞遺伝
学領域で用いられてきた。その原理は，細胞膜表面の
、glycoproteinに結合したあるの種の virus(Sendai， 
など)， polyethylene glycolや lysoletl1ichinなどを媒
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介として細胞凝集をおこさせ，細胞膜表層の glycopr・-
oteinの一部が切断されて 2つの細胞の lipicl 層が 
micelationをおこして細胞膜が融合し， heterokaryon 
状態の細胞を形成させるというものである。この細胞は 
1回の mitosisを経て 2つの細胞の chromosomeをひ
とつの核のうちに持つ新らたな synkaryonとなって，
いわゆる hybricl細胞(融合細胞)として増殖をはじめ
る(図 1)。したがって， hybl'idは理論的には融合に用 
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図1.細胞融合の原理
いた 2種類の細胞が保有するさまざまな機能あるいは細
胞膜表現型を具有していることになる。 
Milsteinらは， すでにこの方法を利用して特定の抗
原決定基(ヒツジ赤血球，あるいは trinitrophenyl基: 
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TNP)に対して特異J性を持つ抗体を持続的に産生するク
ローンを作り，モノクロナノレな抗体を大量に採取するこ
とを可能にした 3-7)0 このように， 抗体活性を持つ融合
細胞株作成の成功によって，今後いかなる抗原特異性を
持ヴ抗体で、も，動物を用いることなしに試験管内でしか
も短期間に純度の高い抗体を大量に合成することが可能
となり，抗体の polymorphismあるいは B細胞の分化
成熟のメカニズムを解析するための有力な手段となりつ
つある。
一方細胞融合はT細胞機能を解析するためにも重要な
方向性を与えていることはいうまでもない。 1960年代後
半から始まったT細胞機能の研究は，抗体合成を行う B
細胞を助ける helperT細胞の発見にその端を発して急
速に進歩した1)。最近の研究からこれら T細胞機能の中
に抗体産生を negativeに調節する機能も存在すること
が知られるようになった8，9)0 この抑制機能は， helper 
T細胞とは機能はもとよりその細胞表面抗原系も異なる 
Tリンパ球 subset(抑制性T細胞:suppressor T細胞)
によって mediateされ， 免疫応答の調節に重要な役割
を果している。われわれは，これまでに抑制性T細胞の
機能とその活性を伝達する subcellularの物質を解析し
てきたが，これまでの方法で分子生物学的，遺伝学的解
析を行うことにはある種の限界があった。そこで細胞融
合を用いて抑制性T細胞の抗原認識機構および細胞表面
の遺伝子産物を解析することを試みた。
この小論では，現在われわれが用いている方法を中心
にして， T細胞融合株の作成，選別および融合細胞の機
能的側面にふれてみたい。
実 験
一般に，抗原で過免疫した動物あるいは免疫学的寛容
が成立している動物の牌臓には，その抗原に特異的に抗
体産生を抑制する抑制性T細胞が存在していることが 
functional assay によって証明されている。このT細胞 
subsetは膜表面に Lyt23+抗原を持ち，主要組織適合
遺伝子座に存在する1-J亜領域遺伝子によってコードさ
れた遺伝子産物を持つ8，9，10・12)。しかし，正常ではごく
僅かしか存在しないため(牌細胞の約1.0-0.1%位)この
まま細胞融合を行なっても抑制性T細胞との融合細胞を
得ることは著しく困難で、あることは明白である。それで
われわれは，抑制性T細胞が抗原特異的であることを利
用して選択的に分離し，濃縮した抑制性T細胞を用いて
細胞融合を行うことを試みた。図 2は抑制性T細胞の分
離の方法を示した。超高速遠心によって deaggregate
したヒト r-グ、ロプリン (HGG)を寛容原として CBA 
(H-2k) マウスに静注するとその動物は HGGに対して
免疫学的寛容が成立するため，再び免疫原である aggre-
gated HGGで免疫しでも免疫反応はおこらない。この
ような動物の牌臓には抗原特異的抑制性T細胞が存在し
ており，免疫的寛容の成立，維持に何らかの役割を担っ
ていることが報告されてきた。そこでこれらの動物から
抑制性T細胞を抗原特異的に分離することを試みた。
寛容原 deagg. HGG注射後 15日目の CBAマウス
から牌細胞浮遊液を作成した。まずこの細胞浮遊液から 
B細胞を除くために，牌細胞とウサギ抗マウス免疫グロ
プリン抗体 (anti-MIg)を荷電で結合させペトリデ、イツ
シュで反応させた。この操作で90%以上のB細胞は除か
れ，回収された細胞の95%以上はT細胞で‘あった。 T細
胞分画はさらに抗原を結合させペトリデ、イツシュで室温
で一時間反応させたのち，抗原と結合しなかった分画を
1.抑制性T細胞の選択的分離 洗浄によって除き， 分間30，.15デ、イツシュを氷上に 
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図 2.抗原特異的抑制性T細胞の選択的分離
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去1. 抗原特異的に分間した抑制性T細胞の 
J莫表面抗原系 
Treatment of fractionated 1nc1irect anti-DNP 
HGG tolerant cells PFC per spleen(SE)* 
96，220(1.12) 
Untreatec1 21，160(1.11) 
Guinea pig complement CGPC) 14，840(1.11) 
Rabbit complement (RC) 14，220(1.36) 
Anti-Thy-1+GPC 119，500(1.06) 
Anti-1ak+ RC 85，450(1.14) 
Anti-1as+RC 17，250(1.07) 
Anti-1-Jk十RC 72，030(1.07) 
Anti-1-Jb+RC 21，130(1.05) 
Anti-Ly・1.1+RC 23，370(1.49) 
Anti-Ly-2.1+RC 73，360(1.14) 
HGG tolerant CBA (H・2k)マウスの牌臓から 
HGG特異的抑制性T細胞を分画し， X線全身照射， 
DNP-primedおよび HGG-primec1cellを移入し
たマワスに注射してその抑制効果を調べ，さらに分
画した抑制性T細胞は細胞膜抗原を調べる目的でさ
まざまな同種抗体で処理したのち移入し，その抑制
効果の有無を判定した。 anti-1ak:ATH anti-
ATL，anti-1as: ATL anti-ATH，anti-1-Jk: BI0. 
A(3R) anti-BI0.A(5R)，anti-1-Jb: B10.A(5R) 
anti-BlO.A (3R) 
放置することによって，遊離してくる抗原結合性T細胞
を得た。この細胞分画が強い抑制活性を持っていること
は二次免疫応答系 (invivo adoptive secondary re~po・ 
nse)で確かめられ，その抑制能力はもとの牌細胞の約100
倍に相当したのである。表1は濃縮した分画に存在する
抑制性T細胞の細胞膜表現型を調べたものである。すな
わち，抗原結合性T細胞分画をさまざまな同種抗体と補
体を用いて処理したのち， DNP-primed B細胞と HGG-
primec1T細胞で reconstituteしたX線照射マウスに
移入し，抗原 DNP-HGGで免疫後7日目の溶血斑形成
細胞数 (PFC)を数えることによって，抑制の有無を検
討した。結果は表から明らかなように，抗原結合性T細
胞分画は強い抑制能力を持っていることがわかる。この
抑制能力は抑制性T細胞を障害するようなさまざまな抗
体(抗 Thy-l抗体，抗日抗体，抗 Lyt23抗体)によ
って消失したのである。すなわち，抑制性T細胞はT細
胞表面抗原である Thy-l抗原，抑制性T細胞のみに表現
されているといわれている 1-J亜領域遺伝子産物を持
ち， Ly23 T細胞 subsetに属することが判明した。
一方， このようにして得た抗原結合性細胞分画の約 
30，..40%は1-J亜領域遺伝子産物を持っていることが 
cytotoxicテストによって証明された。 この数はもとの 
J]専細胞の約 0.5%程度に相当する。したがってこの操作
によって数の上からも60，.80倍濃縮されたことになり，
この分画を用いれば効率よく抑制性T細胞との hybricl
を作ることができると思われる。 
I.細胞融合と 1-J+融合細胞の選択的分離
上記の方法で分画，濃縮した CBA(H-2k) T細胞分
画を C57BL/6(H-2b)マウス由来のT細胞腫痕株EL-4と 
polyethylene glycol (PEG)の存在下で細胞融合を行
った。その方法は図 3に示しである。一般には 1: 1な
いしは10:1の割合で混ぜ合せたT細胞分画と腫揚細胞
の混合浮遊液を作りカルシウムイオン (Ca*)‘の存在下 
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図 3.融合細胞の作り方(脚注参照)
で， 50% polyethylene glycol液とごく短時間 (1分以
内)反応させるだけで融合細胞ができる。あとは選択的
に目的のものをクローン化すればよい。
ひとつの方法は相手方の腫蕩細胞に HAT感受性腫
療株を用いるやり方で chemical selectionによって融
合細胞のみを選び出したのちクローン化して目的のもの
を選び出す。HAT感受性細胞は Purineδalvage回路に.
関係する酵素 hypoxanthine-guanine-phosphoribosy1・
脚注	 FCS:fetal. calf serum 
PEG: polyethylene glycol 
DMSO: clime'thyl sulfoxide 
DMEM: Dulbecco's mode五eclminimum es-
seI1t'ial.mec1ium 
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transferase (HGPT)を欠損しているため外来性に 
hypoxanthine aminopterine，thymidine (HAT)を加
えることによって死滅する。したがって，細胞融合によ
って正常細胞からこれらの酵素を獲得した融合細胞だけ
がこの溶液中で生き残り，融合しなかった腫療細胞ある
いは invitro条件下では培養が困難な正常リンパ球は
死滅する。
もう一つの方法は， Fluorescence Activated Cell 
Sorter (FACS)によって選別する方法である。 FACS
はごく最近スタンフォード大学L. A. Herzenberg教
授によって開発された遊離細胞分離装置で， その原理
は，さまざまな抗体を用いて血lOrescence(蛍光)をラ
ベノレした細胞浮遊液の流束に， レーザー光線を当てて笹
光を励起し，個々の細胞をコンピューターを利用して分
離選別する。
したがって，抑制性T細胞融合株だけを分離するため
に，抗 1-J抗体および鐙光色素を標識した抗マウス 19
抗体と反応させたのち， FACSによって 1-J遺伝子産
物を持つ細胞だけを分画し，クローン化することができ
る。
図4は FACS Iによる 1-J陽性融合細胞の fluor-
escence paternを示す。太線は融合細胞を抗 1-J抗体
で染色した場合のパターンで，細線は正常マウス血清 
(normal mouse serum: NMS)で染色した対照群を示 
L ω
』 
克
表 2.融合細胞の細胞膜表現型 
Cell surface markers(%) 
cell line Ig H-2b H-2k I-Jk Thyl・2 
EL・4 <1 >90 <5 < 5 80 
72 <1 >90 45 40 >90 
73 <1 >90 20 20 >90 
77 <1 >90 80 >90 >90 
104 <1 >90 80 >90 >90 
110 <1 >90 70 80 >90 
111 <1 >90 N.D. 30 >90 
119 <1 >90 80 80 >90 
125 <1 >90 80 70 >90 
細胞融合後 6週目の結果を示しである。 4週目
の検索では， EL・4を除く融合細胞株の90%以
上の細胞に H-2b および H-2k抗原を検出する
ことができた。
E
Z
コ 
ω υ ω
〉干パ 
ω
区
戸戸 
VM
山戸 
Fluorescence intensity 

図 4.FACSを用いた 1-J+融合細胞の分

離(本文参照)

している。この例では融合細胞の約 5%は，抑制性T細
胞に特有な表現型である 1-J亜領域遺伝子産物を持って
抗体を用いた蛍光抗体法によ1-J包.抗1いることがわかる。 
il. クローン化した融合細胞の細胞膜表現型 って染色した。強光色素は細胞表面にび
蛍光色素によって強く染色された細胞分画を分離し， まん性に証明されるが細胞周辺部では密
soft agar，limiting dilution，あるいは singlecell 度が濃くなるので， リング状にみえる。 
(X1200)
manipulationなどの方法を用いてクローン化し，その
(B) 染色体標本.融合後 6週間目の細胞につ
株の一つ一つについて表現されている細胞膜抗原型を， いて調べたものである。この例では63本
いろいろな同種抗体を用いた membranestainingによ の染色体を持つ。 (X2500) 
図 5. CBA (H・2k)由来抑制性 T細胞と C57 
BL/6(H・2b) 由来T細胞腫との融合細胞
株 (cellline No. 77) 
(A) 細胞表面に 1-J遺伝子産物を持つ融合細 
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表 :3. 融合主1胞由来の可捺性抽出物による抗体産生の抑制 
Line 
number 
% l-}k 
b+eacreinlgs 
1nc1irect anti-
HRBC PFC 
7per spleen at 
days 
Anti-DNP PFC per spleen at 
7 clays 
Direct 1nclirect 
% Specific or 
nonspeci五c 
suppresslOn 
none 6450(1.18) 7030(1.07) 104，370(1.14) 
EL・4 <5 5450(1.22) 5440(1.34) 95，860(1.08) 8，nonspecific 
72 30 7550(1.40) 15，140(1.19) 37，940(1.12) 64，specific 
73 
75 
20 
>90 
9730(1.30) 
2180(1.58) 
10，820(1.23) 
15，450(1.16) 
21，340(1.40) 
132，080(1.H) 
80，specific。 
77 
102 
>90 
50 
4970(1.31) 
2300(1.16) 
3470(1.30) 
8130(1.24) 
33，980(1.13) 
109，380(1.28) 
67，specific。 
106 50 3040(1.50) 4420(1.39) 37，170(1.31) 64，nonspecific 
109 10 1040(1.70) 3950(1.55) 38，670(1.32) 63，nonspecific 
111 30 5630(1.45) 5930(1.23) 34，280(1.19) 67，specific 
112 
114 
117 
118 
>90 
20 
30 
>90 
480(2.36) 
9610(2.01) 
3360(1.17) 
6640(1.24) 
1000(1.68) 
14，000(1.34) 
14，540(1.30) 
14，190(1.23) 
13，550(2.26) 
116，210(1.33) 
152，770(1.12) 
105，640(1.42) 
87，nonspecific。。。 
119 80 7490(1.18) 1860(1.18) 28，230(1.14) 73，speci五c 
121 
122 
90 
90 
120(3.52) 
6830(1.73) 
2970(1.58) 
13，750(1.14) 
18，460(1.97) 
138，260(1.09) 
82，nonspecific。 
125 70 6510(1.36) 6050(1.23) 40，310(1.29) 61，specific 
127 
128 
>90 
80 
1210(1.22) 
5400(2.32) 
70(1.44) 
14，190(1.23) 
1430(1.32) 
105，640(1.47) 
99，nonspeci五c。
って検索した。
表 2から明らかなように，これらの融合細胞株にはい
ずれもB細胞としての膜抗原である膜免疫グロプリン 
(slg)を検出することができなかった。それに反して，
それぞれのクローンの20.....90%の細胞は融合に用いた 2
種類の細胞膜抗原である H-2k， H-2b抗原および抑制性 
T細胞に特有な表面抗原である 1-J遺伝子産物を持って
いることが証明された(図 5A)。 このことは， クローン
化した融合細胞株は，明らかにT融合細胞株であり，し
かもその細胞表面で 1-J遺伝子産物を持っていることか
ら，抑制性T細胞融合株であることが強く示唆されたの
である。
IV.融合細胞の karyotype
融合細胞の chromosome数は理論的には 4倍体(te-
traploid; 80本)になっていると考えられる。図 5(B) 
は，クローン化した融合細胞の染色体を示した。期待され
たように融合細胞はマウス正常リンパ球あるいは腫蕩細
胞 (EL-4)の chromosome数 38-40本に対してその 
1.5倍から 2倍多い 50...80本を示していた。しかし，そ
の数は各クロ}ンによって一定でなく，しかも理論値の 
80本より少ないものが大部分で，とくに細胞融合後数週
を経ると殆んどは40本...50本の値を示していた。これは
細胞融合後比較的早期から chromosome の脱落が起っ
ていることを示している。
この問題はあとで述べる細胞膜抗原および機能の表現
とある程度相関しており，今後に残された大きな問題と
なる。 
V.融合細胞由来可溶性抽出物による抗体産生の抑制
抑制性T細胞による抗体産生の抑制は，牌細胞を物理
的に破砕し高速遠心によって分離した cellfreeの可溶
性抽出物によっても mediateされることが判明してい
るの。
そこで， 1-J遺伝子産物を有する融合細胞株から可溶
性抽出物を作成し，それを二次免疫応答系に加えて抑制
活性の有無を調べた。 
結果は表 3に示すように，融合に用いたEL・4腫療細胞
の可溶性抽出物は何ら抑制活性を持っていなかったが， 
1-J遺伝子産物を表面に持つ融合細胞株の可溶性ー抽出物
は強い抑制活性を示した。さらに抑制を示した融合細胞
株は機能的には相異る 3種類に分類することができた。
すなわち，検索じた 18例の 1-J+融合細胞株のうち 6株
は抗原特異的に抗体産生を抑制し， 5株は抗原非特異的
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な抑制活性を示した。また残りの 7株は 1-J遺伝子産物
を細胞表面に具有しているにもかかわらず抑制活性を
認めることはできなかった。このうち特に抗原特異的抑
制活性を持つ株は主として IgG抗体産生を抑制したが 
IgM抗体産生に対しては殆んど影響を及ぼさなかっ
た。これは，これまで解析されてきた抑制性T細胞因子
がやはり IgG抗体産生のみを選択的に抑制すること
と一致しておりまことに興味深い。
一方， 1-J遺伝子産物を表現している融合細胞株に少
なくとも 3つの異なった機能を表現している株が存在す
ることから，主要組織適合抗原遺伝子座に存在する 1-J
亜領域遺伝子は単一ではなく複数の遺伝子が存在し，そ
の産物はそれぞれ異なった生物活性を持っていることが
示唆される。
すでに明らかにしたように，融合細胞の chromosome
数は細胞融合後比較的早期から脱落現象がおこる。一方
細胞膜表面抗原を指標にしてわれわれが調べた範囲で、
は，脱落する chromosomeは主として正常リンパ球の
方であるらしい。そこで，抗原特異的な抑制活性を有す
る融合細胞株について，経時的にその活性の強さを調べ
た(表 4)。細胞融合を行ってから比較的早期には明らか
な抑制活性示したこれらのクローンは， 3ヶ月を経過し
てからの検索結果では， 1例 (No.77)を除いて抑制活
性を全く失なっていた。これは， CBA(H-2k) マウス抑制
性T細胞由来の膜抗原 H・2kあるいは 1-Jk遺伝子産物
表 4.抑制能力の経時的変化 
Percent suppression of antibody response 
Line number 
72 
73 
6 weeks 10 weeks >3 months 
64 24 。 
80 14 。 
77 
111 
119 
69 
67 
73 
59 
65 
66 
46。。 
125 61 N.D. N.D. 
が chromosomeの脱落に伴なって証明されなくなった
ことと一致する。このことは安定したT細胞機能を持つ
融合細胞株を確立することは， B細胞融合株を確立する
のに比べではなはだしく困難であることを物語ってい
る。
この点に関しては，われわれは FACSを用いて 1-J
遺伝子産物を持つ細胞株だ、けを経時的に選別して維持し
ている。この方法で、は比較的長期に亘って維持すことが
でき，安定化したクローンを得る日も間近いと思われる。
克
おわりに
細胞融合が免疫学領域に応用されるようになってまだ
日は浅いが，そのいくつかの成果は1978年4月アメリカ
合衆国 N1Hで開催された第一回 hybridomaworkshop 
において披露された13)。とくにB細胞あるいは形質細胞
の融合細胞株はかなり安定した株が確立されさまざまな
抗原に特異性を持つモノクロナノレな抗体を大量に採集で
きるようになったことは特記すべきことであろう。その
いくつかはすで、に massproductionによって商品化さ
れ買い求めることもできる。
一方機能を持つT細胞 subsetの融合細胞株もいくつ
か確立されつつあるが14)，これらTあるいはB細胞の融
合株を利用して抗原認識機構の分子的解析， リンバ球機
能の遺伝子表現，クローンの分化増殖のメカニズムなど 
black boxの中味が次々に明らかにされるであろ‘うと期
待される。
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